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    Objective: Nonalcoholic fatty liver disease and chronic viral hepatitis B are 
common diseases which do harm to human health seriously. A large number of 
clinical studies have shown that the occurrence and development of liver disease are 
closely related to the change of gut microecology in human body.Our study aims to 
clarify the influence of NAFLD and CHB with NAFLD on the structure of gut 
microbiota by assessing the differences among the composition and quantity of the 
gut microbiota in patients with the diseases and in health individuals . 
Methods: Fresh faecal samples from 47 NAFLD patients,18 CHB with NAFLD  
patients who were definitively diagnosed by pathology and 34 health individuals were 
examined to analyze the structure of gut microbiota by using bar coded 454 
pyrosequencing technology. 
Results: Compared with the healthy individuals, the overall diversity of gut 
microbiota in NAFLD patients and CHB with NAFLD patients were lower（both 
p<0.01））.NAFLD patients had significant intestinal dysbacteriosis, characterized by 
the increasing ratio between Firmicutes and Bacteroidetes, while merging CHB may 
aggravated intestinal dysbacteriosis in NAFLD patients.The abundance of Firmicutes 
and its Erysipelotrichi class had significantly increased in NAFLD patients and CHB 
with NAFLD patients（all p<0.05）,while the abundance of Bacteroidetes and its 
Bacteroidia class had significantly reduced（all p<0.05）. In Genus level,different from 
healthy individuals, Lactococcus had significantly reduced in NAFLD patients and 
CHB with NAFLD patients（both p<0.01）,while Streptococcus had significantly 
increased（both p<0.05）. 
Conclusions: Our study suggested that there was a strong relationship between 
diversity of gut microbiota and NAFLD or CHB with NAFLD.The two diseases may 
lead to significant structural changes of gut microbiota.These changes presented in 
reduced bacterial diversity and alteration of some key populations. 
KEY WORDS: gut microbiota；Nonalcoholic fatty liver disease；chronic viral 
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慢性肝病的首要病因[1]。目前，在世界范围内 NAFLD 患病率为 6.3％～33％[2]，















































    在过去的肠道菌群多样性研究中，许多学者大多采用变性梯度凝胶电泳
(denaturing gradient gel electrophoresis，DGGE)、温度梯度凝胶电泳技术




























图 1-1  454 测序技术基本原理图 






NAFLD 提供了方向。但是，目前对于肠道微生态在 NAFLD 发病机制中的作用仍然
知之甚少，如NAFLD患者肠道菌群紊乱的特点，以及肠道菌群紊乱如何诱导NAFLD
发生发展等等。因此，本研究采用 454 测序技术，鉴定了 47 例 NAFLD 患者及 18
例CHB并NAFLD患者的肠道菌群结构，并以34名健康人做为对照，企图阐明NAFLD



















本研究采取的是病例对照研究方案，其中病例组由 74 名 NAFLD 患者及 CHB
并 NAFLD 患者组成，其中 NAFLD 患者 53 例，诊断标准根据《非酒精性脂肪性肝
病诊疗指南 2010 年修订版》[1]，CHB 并 NAFLD 患者 21 例，诊断符合中国《慢性





   2.1.1.1 入选标准： 
  （1）年龄 18 至 65 岁，性别不限。 
  （2）经肝组织穿刺活检证实，符合上述 NAFLD 及 CHB 并 NAFLD 诊断标准。 
  （3）同意参加本研究并签署知情同意书。 
2.1.1.2 排除标准： 
  （1）不能或不愿签知情同意书者。 
  （2）恶性肿瘤史或其他严重疾病者。 
  （3）ALT 大于正常水平上限 10 倍者。  
  （4）自身免疫性肝病、遗传代谢性肝病、肝胆寄生虫病。 
  （5）失代偿期肝硬化（特别有腹水者）。 
  （6）体重指数大于等于 40 者。 
  （7）有植入起搏器者。 
  （8）合并其它嗜肝病毒感染的肝炎。 
  （9）近期右上腹有创口未愈合者。 
  （10）孕妇。 
2.1.2 健康人排除纳入标准 
2.1.2.1 入选标准： 















  （2）经腹部彩超证实无脂肪肝的健康人。 
  （3）签署了项目知情同意书。 
2.1.2.2 排除标准： 
  （1）慢性肝炎及肝硬化等肝病患者； 
  （2）严重腹泻及便秘； 
  （3）既往 3 月内有服用过抗生素，并服用超过 3 天； 
  （4）甲状腺功能异常疾病，如甲亢等； 
  （5）既往 6 月内有出现严重的精神疾病； 
  （6）既往 1 年内有胃肠手术； 
  （7）妊娠及哺乳期的妇女； 
  （8）急、慢性肾脏功能不全的患者； 
  （9）严重器质性疾病如肿瘤、心肌梗塞等患者； 




    2.2 主要实验试剂与仪器 
琼脂糖                                      中国科学院药物研究所 
PBS 粉剂                                  博士德生物工程有限公司 
10%中性甲醛、苏木精染液、伊红染液     厦门大学附属东南医院病理科 
定量 PCR 试剂盒                               美国 ABI 公司 
QIAamp DNA Stool Mini Kit 试剂盒           美国 QIAGEN 公司 
PCR 扩增相关试剂(dNTP,TaqDNA 合成酶等)     美国 TaKaRa 公司 
细菌 16SrRNA 基因 V3 区通用引物           上海英骏生物技术有限公司 
超低温冰箱(-80℃)                             SANYO,Japan 
Haier 冰箱                                    青岛海尔集团 
低温高速离心机                               德国 Eppendorf 公司 
高速冷冻离心机                               日本 Hitachi 公司 















电泳槽                                       北京六一仪器厂  
恒压恒流电泳仪                               北京六一仪器厂  
凝胶图像分析仪                             上海培清科技有限公司 
454 测序仪(GS FLX Titanium)              罗氏诊断（Roche Diagnostics） 
酶标仪                                          Thermo 公司 
PCR 仪                                        MJ-RESEARCH 
2.3 研究方法 
    2.3.1 资料收集 
    2.3.1.1 临床资料收集 
测量所有研究对象的人体学指标，包括体重、身高、腰围、收缩压（systolic 






    2.3.1.2 血液学标本留取 
（1）空腹抽取肘静脉血 5ml，置入真空采血管，室温下自然凝固 10-20 分
钟，于 2 小时内离心分离，取上清液分别置入二个 1.5ml 离心管中，每管各约 1ml
（离心管采用 Axygen）； 
（2）常规生化及病毒学等检查。全血及血清标本均-80℃冰箱保存。  





    2.3.1.4 肝穿刺活组织检查 
所有患者均于彩色多普勒超声引导下进行肝穿刺活组织检查，所取得的肝组



























    2.3.2 粪便 DNA 的提取 
     采用 QIAamp DNA Stool Mini Kit 试剂盒从新鲜或者冰冻的人粪便或其他
型混有高浓度的 PCR 反应抑制剂的样品中快速提取纯化 DNA。 
 
图 2-1  粪便 DNA 的提取流程图 
经优化的缓冲液能有效裂解样本，稳定核酸，并促进 DNA 选择性结合到
QIAamp 硅胶膜上。将乙醇加入到裂解物中，并上样到 QIAamp 离心柱上。通过













Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
